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Zmiany w epidemiologii nowotworow w zaleznosci od zmieniajgcych si¢ czynnikdéw
ryzyka sa dobrze znane w medycynie, a klasycznymi tego przyktadami mogg by¢é
gruczolakoraki dystalnej czesci przetyku lub pluca, ktorych czestos¢ wystepowania
dramatycznie wzrosta w krajach Europy Zachodniej i USA w ostatnich kilkudziesieciu latach.
Do tej grupy mozemy takze zaliczy¢ raka ptaskonablonkowego ustnej czesci gardta, ktory
przez lata byl uznawany, za typowy nowotwor tytoniozlezny, ale ostatnio wykazano wzrost
czesto$¢ wystepowania jego podtypu zwigzanego z zakazeniem wirusem brodawczaka
ludzkiego (HPV). O odrebnosci raka ptaskonabtonkowego gardta zwigzanego z HPV moze
Swiadczy¢ fakt jego wyrdznienia zarowno w najnowszej klasyfikacji WHO Nowotworow
Glowy 1 Szyi (2017), jak 1 w 8. edycji klasyfikacji TNM (2017). Rozpoznanie
patomorfologiczne tego nowotworu wymaga potwierdzania zakazenia HPV w wycinku
z guza, co jest mozliwe w oparciu o kilka metod o rdéznej dostgpnosci w osrodkach
zajmujacych si¢ rutynowa diagnostyka. W nurt badan nad tg stosunkowo niedawno
wyrdzniong grupa nowotwordw wpisuja si¢ dociekania naukowe lekarz Moniki Durzynskie;j.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 135 stron wydruku komputerowego
1 ma typowy uktad.

We wstepie liczacym 26 stron Autorka przedstawia zagadnienia zwigzane
z epidemiologig raka ptaskonabtonkowego ustnej czesci gardta w zaleznosci od statusu HPV,
z uwzglednieniem czynnikow ryzyka oraz zwiazku lokalizacji nowotworu z budowa
histologiczng tej czesci gardla. Nastepnie niezwykle szczegdtowo i wyczerpujgco omawia

proces karcynogenezy w ustnej czesci gardla, przyblizajac budowe wirusa HPV, przebieg
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zakazenia i procesu transformacji oraz zwigzek genotypu z rodzajem zmian morfologicznych.
Kolejna cze$é wstepu poswiecona jest metodom oceny statusu HPV, analizie wytycznych
oceny tego statusu opracowanych przez rozne organizacje i towarzystwa naukowe oraz
opisowi obrazu mikroskopowego raka ptaskonabtonkowego zaleznego od HPV. Znaczna
czes¢ wstepu dotyczy aktualnie obowiazujacej klasyfikacji WHO Nowotworéw Glowy i Szyj
oraz nowej klasyfikacji TNM nowotwordéw ustnej czesci gardta uwzgledniajacej podzial
na raki w zaleznosci od statusu HPV, a takze znaczeniu klinicznemu oceny statusu
w nowotworach w tej lokalizacji. Rozdzial uzupelniajg bardzo plastyczne trzy ryciny
oraz dziewig¢ tabel, w ktérych zestawiono najwazniejsze informacje omawiane we wstepie.

Wstep poprzedza spis skrétéw zastosowanych w rozprawie wraz z wyjasnieniami.

Nastepnie pani Durzynska formutuje cztery podstawowe cele rozprawy, ktdrymi sa:
ocena czestosci wystepowania infekcji HPV w raku ptaskonablonkowym ustnej czgséci gardta
w zaleznosci od zastosowanej metody badawczej i porownanie metod, analiza danych
kliniczno-histologicznych u chorych na ten nowotwér w zaleznosci od statusu HPV
oraz optymalizacja schematu diagnostycznego z uwzglednieniem oceny statusu HPV.

W rozdziale zatytutlowanym ,,Materialy i metoda” Doktorantka opisuje zasady doboru
pacjentéw do grupy badanej. Byly to osoby z rakiem ustnej czesci gardla, diagnozowane
w Zakladzie Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej oraz leczone w Klinice Nowotworow
Glowy i Szyi Centrum Onkologii-Instytut (COI) w Warszawie w ciggu jedenastu lat (2007-
17). Informacje dotyczace wieku, plci, umiejscowienia guza w obregbie ustnej czesci gardla,
stopnia zaawansowania klinicznego wg kryteriéw 7. edycji klasyfikacji TNM i palenia tytoniu
uzyskala z systemu informatycznego Centrum. Dodatkowo po ocenie statusu HPV
reklasyfikowala stopien zaawansowania wg kryteridw 8. edycji. Oceniata archiwalne
preparaty histologiczne, sluzace do diagnostyki pierwotnej lub konsultowane w COI
pod katem jako$ci materialu tkankowego i odsetka utkania nowotworowego. Natomiast
material prospektywny z guzoéw ustnej czesci gardta utrwalano i przeprowadzano w sposob
rutynowy do  bloczkéw  parafinowych  oraz  krojono  skrawki do  badan
immunohistochemicznych i rutynowego barwienia HE. Nastepnie pani Durzynska dokonata
weryfikacji rozpoznan histopatologicznych z oceng podtypu morfologicznego raka
plaskonabtonkowego wg kryteriow Lewisa, wyodrebniajac trzy podstawowe warianty
morfologiczne — rak rogowaciejacy, nierogowaciejacy i nierogowaciejacy z dojrzewaniem,
a takze inne podtypy raka wg kryteriow klasyfikacji WHO Nowotworéw Glowy i Szyi

(rak bazaloidny, brodawkowaty, limfatyczno-nabtonkowy i gruczotowo-ptaskonabtonkowy).



Poza podtypem histologicznym, okreslata stopien ztosliwosci histologicznej (G) w skali

trojstopniowej i obecnos$¢ zmian wewnatrznablonkowych, o ile byto to mozliwe.

Nastepnie dokonala oceny statusu HPV w badanym materiale trzema metodami.
Przeprowadzila odczyn immuohistochemiczny na biatko pl6 stosujac przeciwciato
monoklonalne CINtec p16 Histology (klon E6H4) (Roche Diagnostics) z ultraView Universal
DAB Detection Kit przy uzyciu zautomatyzowanego systemu Ventana BenchMark ULTRA
wg protokolu producenta. Za dodatni wynik odczynu uznawata jednoczesne spelnienie
czterech kryteridow: rozlana, cytoplazmatyczno-jagdrowa, intensywna reakcja barwna w >70%
komorek raka. Jezeli odczyn nie wykazywat wszystkich wymienionych cech byl traktowany
jako ujemny. Uwzgledniata tzw. odczyny ujemne graniczne (staby lub $rednio-intensywny,
cytoplazmatyczny i/lub jadrowy, rozlany lub brzezny odczyn w 70-100% komorek raka
lub intensywny, cytoplazmatyczno-jagdrowy, rozlany lub brzezny, odczyn w 50-69% komorek
raka). Doktorantka przeprowadzala takze badanie DNA HPV metoda hybrydyzacji in situ
(ISH) stosujac zestaw Inform HPV III Family 16 probe (Ventana Medical Systems), bedacy
koktajlem znakowanych sond wykrywajacych dwanascie genotypow HPV o wysokim ryzyku
onkogennym, przy uzyciu systemu Ventana BenchMark ULTRA wg protokotu producenta.
Zastosowata zestaw detekcyjny ISH iVIEW Blue Plus Detection Kit. Wynik badania ISH
oceniala jako dodatni, jezeli wykryla w mikroskopie $wietlnym przynajmniej w jednym
jadrze komoérkowym raka typ wybarwienia charakterystyczny dla formy episomalne;j
(pojedyncza, duza, homogenna niebieska kropka w jadrze) i/lub zintegrowanej wirusa (liczne,
male, niebieskie kropki w jadrach). Natomiast ocene DNA HPV metodg PCR prowadzata
przy uzyciu zautomatyzowanego systemu Roche Cobas 4800, ktéry pozwala na wykrycie
czternastu genotypow HPV w materiale z bloczkéw parafinowych przeprowadzonym do
podloza ptynnego. Cata procedura zostala wykonana zgodnie z protokotem badania
zalecanym przez producenta. Material z guza byl automatycznie kwalifikowany jako:
negatywny, bez walidacji, dodatni na obecnos¢ HPV16, HPVI18 lub inny genotyp.
Dodatkowo w sporadycznych przypadkach, w ktorych wykryta genotypy inne niz HPV16 i
18, we wspolpracy z Zaktadem Patologii, Oddzial COI w Gliwicach, stosowata
multipleksowa reakcje PCR z genotypowaniem. Rozdzial konczy krotki opis analizy
statystycznej, do ktérej zastosowata adekwatne testy.

Najwazniejsza czeScig dysertacji sa wyniki, ktorych opis zostal wzbogacony
o jedenascie rycin i osiem tabel. W badanej grupie przewazali mezczyzni (ok. 79%);
srednia wieku dla grupy wynosita 60,17 lat, a szczyt zachorowan — 56-61 lat. Blisko 58%

pacjentow palilo papierosy w momencie rozpoznania choroby. Wigksza cze$¢ badanego



materialu stanowily wycinki biopsyjne (blisko 92%), diagnozowane pierwotnie w COI
(ok. 79%) 1 pobrane ze zmiany zlokalizowanej w migdatku podniebiennym (ok. 79%).
Nowotwory w stopniu T2, T3 i T4 wystgpowaly ze zblizona czgstoscia — odpowiednio
ok. 29,86, 28,47 i 27,78%. Podobna byta tez czestos¢ przerzutdéw do regionalnych weztow
chlonnych ocenianych, jako NO, N1 i N3 — odpowiednio ok. 15,28, 12,50 i 15,28%.
Wg kryteridow 7. edycji TNM 78,47% pacjentdéw zostato zaliczonych do grupy prognostycznej
o najgorszym rokowaniu. Najczestsze byly warianty nierogowaciejacy (39,87%)
i rogowaciejacy (38,51%) raka ptaskonabtonkowego czesci ustnej gardla. Dodatni wynik
odczynu immunohistochemicznego na biatko pl6 stwierdzono w 56,08% przypadkow,
przy czym w ponad 95% reakcja barwna wystepowala w wiecej niz 90% komorek
nowotworowych. Obecnos$¢ wirusowego DNA wykazano metodg ISH w 47,97% rakow,
z niska liczbg kopii genu w 76,06% przypadkach oraz przewazajacg forma zintegrowanag
(ok. 31%). Natomiast obecnos¢ DNA HPV metodg PCR wykryto w 58,45% nowotworow,
z dominujacym genotypem HPV16 (96,38%). U 3 pacjentéw wykryto inne genotypy HPV
o wysokim ryzyku (HPV 33 1 59). Analizujac wyniki statusu HPV z réwnoczesnym
zastosowaniem trzech metod Autorka uzyskala potréjnie zgodne wyniki u 85,92% pacjentow
(zgodne dodatnie u 47,18%, zgodne ujemne u 38,73% osdb) i wykazala istotny statystycznie
zwigzek (p<0.000001) migdzy oceng statusu HPV okreslong immunohistochemicznie (p16)
a technikami ISH i PCR, przy czym czulo$¢ i swoisto$¢ metody ISH wzgledem PCR wynosita
odpowiednio 85,36% 1 100%. W badanej grupie pacjenci z rakiem zaleznym od HPV byli
wyodregbniani  na  podstawie = roéwnoczesnego  dodatniego = wyniku  odczynu
immunohistochemicznego (IHC p16) i DNA HPV, niezaleznie od metody (ISH i/lub PCR).
Doktorantka przeanalizowala trzy algorytmy diagnostyczne, zilustrowane na rycinach.
W kazdym najpierw wykonywano odczyn immunohistochemiczny a nast¢pnie oceniano DNA
HPV przy pomocy PCR (algorytm 1), ISH (algorytm 2) lub ISH, a w przypadkach ujemnych
takze PCR (algorytm 3). Po zastosowaniu algorytmow 1 i 3 uzyskala identyczny, wysoki
odsetek réwnoczesnych wynikow dodatnich (IHC p16+/DNA HPV+) — 53,38%, podczas
gdy w algorytmie 2 odsetek ten byl nizszy (45,27%). Poréwnujac parametry kliniczno-
morfologiczne u pacjentéow z rakiem ptaskonabtonkowym HPV-zaleznym i niezaleznym
Doktorantka wykazala, ze w grupie z rakiem HPV+ stosunek liczby mezczyzn do kobiet
byl istotnie nizszy (2,67 vs. 5,9; p=0,031), rzadziej wystepowaty osoby palace (37,93
vs. 82,14%; p<0,001), a nowotwor rozwijal sie czesciej] w migdatku podniebienny i nasadzie
jezyka (57,89 vs. 86,67%; p<0,001%), byl mniej miejscowo zaawansowany (T1-T2 — 59,21%
vs. 26,47%; p<0,001) 1 czesciej dawal przerzuty do regionalnych weztow chtonnych (93,43%



vs. 75,00%; p=0,004) przy zastosowaniu kryteriow 7. edycji klasyfikacji TNM. Stosujac
kryteria 8. edycji wykazata istotny wzrost odsetka chorych z rakiem HPV+ w grupie
o pomyslnym rokowaniu (I i II — 77,63 vs. 3,93%; p<0,001). Ponadto, w grupie tej zamiennie
czgsciej obserwowala wariant nierogowaciejacym (93,23 vs. 6,77%; p<0,001) 1 niski stopien
zréznicowania raka (G3) (93,67 vs. 30,43%; p<0,001). Dodatkowo pani Durzynska pokusita
si¢ o zoptymalizowanie schematu diagnostycznego raka ptaskonabtonkowego ustnej czgsci
gardla z uwzglednieniem oceny statusu HPV. Schemat ten uwzglednia: okreslenie wariantu
histopatologicznego  raka, = wykonanie = badan  dodatkowych  (barwienia  histo-
1 immunohistochemiczne) w przypadkach nietypowego obrazu mikroskopowego, ocene
statusu HPV przy pomocy metody IHC p16 i technik wykrywajacych DNA HPV. Autorka
podaje takze szczegdlowo informacje, ktére powinien zawiera¢ raport histopatologiczny
w rakach ptaskonablonkowych ustnej czesci gardta.

Nastepng niezwykle wartosciowg czescig dysertacji jest Dyskusja, liczaca 32 strony.
Doktorantka szczegétowo konfrontuje w niej wtasne wyniki w doniesieniami innych autorow.
Dyskusja jest strukturyzowana, co pozwolilo na jej usystematyzowanie 1 odniesienie si¢
do wszystkich wazniejszych aspektéw pracy, poczawszy od spraw technicznych
(wykonywanie 1 ocena IHC, ISH, PCR), poprzez poréwnanie i proby wyjasnienia réznic
wynikéw prac wlasnych z danymi z pismiennictwa, do sugestii praktycznego zastosowania
wynikdw w diagnostyce patomorfologicznej rakow ptaskonabtonkowych ustnej czescei gardta.
Doktorantka zastosowala takze wyrdznienia wazniejszych fragmentow tekstu oraz dodata
sze$¢ rycin 1 trzy tabele, zawierajace przede wszystkim informacje o wynikach prac wlasnych
w odniesieniu do danych literaturowych. Taka dodatkowa forma analizy piSmiennictwa jest
bardzo pomocna dla czytelnika i pozwala lepiej $ledzi¢ tok rozumowania Autorki. Dyskusja
jest spojna, napisana w sposob klarowny, z niewatpliwie duzym znawstwem poruszanej
problematyki, nie tylko w odniesieniu do spraw naukowych, ale takze praktycznych.

Wyniki badan zostaly podsumowanie w siedmiu rozbudowanych wnioskach, ktore
odpowiadaja celom postawionym przez lekarz Monike Durzynskg. Dowiodta one, ze czestos¢
wystepowania raka ustnej cze$ci gardla okre$lanego jako HPV-zaleznego rozni sie
w zalezno$ci od zastosowanej pojedynczej techniki wykrywania infekcji (IHC p16, HPV ISH
lub PCR), przy czym wyzszy jest odsetek przypadkow wykrywanych przy uzyciu metod IHC
pl6 1 HPV PCR w poréwnaniu do HPV ISH. Jednoczesne zastosowanie wszystkich metod
pozwala na uzyskanie wynikéw potrdjnie zgodnych w 85,92% przypadkdw, a chorzy na raka
HPV-zaleznego ustnej czesci gardta powinni by¢ definiowani na podstawie réwnoczesnego

dodatniego wyniku badania IHC p16 i DNA HPV. Badanie IHC p16 nalezy uzna¢ za metode



,pierwszej linii” w klasyfikowaniu chorych do oceny DNA HPV lub do stosowania
samodzielnego, w przypadku braku mozliwosci wykonania badan molekularnych. Czgstos¢
wystepowania raka ustnej czesci gardta HPV-zaleznego (IHC pl16+/ DNA HPV+) wynosita
53,37%, co jest zbiezne z doniesieniami z piSmiennictwa, przy czym najczescie]
wykrywanym genotypem wirusa byt HPV16. Rak HPV-zalezny istotnie cz¢sciej rozwijat si¢
u pacjentow niepalgcych, z wariantem nierogowaciejgcym raka plaskonabtonkowego
i w lokalizacjach anatomicznych zawierajacych utkanie chtonne. Chorzy na raka HPV-
zaleznego statystycznie cze$ciej wykazywali niski stopien zaawansowania guza pierwotnego
i wyzszy odsetek przerzutéw do wezidw chlonnych. Zastosowanie kryteriow z nowej 8.
edycji klasyfikacji TNM spowodowato zwiekszeni odsetka chorych zaliczonych do grup
o pomys$lnym rokowaniu. W ostatnim wniosku Autorka wyraza opini¢ dotyczaca
koniecznosci oceny statusu HPV w raku ustnej czgsci gardta i jej uwzglednienia w raporcie
patomorfologicznym, z podaniem techniki wykrywania infekcji oraz przydatnosci
zaproponowanego algorytmu diagnostycznego.

Kolejna, bardzo wazna, zwlaszcza dla patomorfologa czescig rozprawy jest
dokumentacja fotograficzna, okreslona przez Doktorantke jako: Anex — fotografie. Zawiera
ona jedenascie zlozonych rycin po sze$¢ zdje¢ kazda, z preparatdw mikroskopowych
prezentujacych raki ptaskonabtonkowe gardta (preparaty barwione hematoksyling i eozyna,
odczyny immunohistochemiczne na pl6, wyniki badania DNA HPV metoda ISH) oraz
przyktadowych raportéw badan metoda PCR. Zdjecia sg dobrej jakosci, wiasciwie

wyselekcjonowane, tak aby zobrazowa¢ wyniki prowadzonych badan.

Rozprawe konczy zestawienie tytutow tabel zamieszczonych w pracy oraz bardzo
dobrze dobrany 1 wyczerpujacy spis piSmiennictwa obejmujacy 236 pozycji, niemal

wylacznie w jezyku angielskim, z ktorych zaledwie 18 ukazato sie przed rokiem 2010.

W sklad manuskryptu wchodzg takze obszerne streszczenia w jezyku polskim

1 angielskim.

W mojej opinii, przedstawiona do recenzji dysertacja jest pracg oryginalng
1 warto$ciowa, o duzych walorach zarowno poznawczych, jak i praktycznych. Lekarz Monika
Durzynska wykazata si¢ dobra znajomoscia tematu i umiejg¢tnoscia analitycznego myslenia.
Zebrala 1 szczegblowo ocenita duzy, zwlaszcza w polskich warunkach, materiat badawczy,
zastosowala 1 porédwnala przydatno$é kilku metod wykrywania wirusa brodawczaka
ludzkiego oraz sformulowata algorytm postgpowania w rutynowej diagnostyce

histopatologicznej rakéw plaskonablonkowych czesSci ustnej gardla. Dowodzi to



doswiadczenia w pracy patomorfologa oraz cennej umiejetnosci wykorzystania tego
doswiadczenia w praktyce, poszerzonego o wiedz¢ wynikajgcg z zastosowania nowoczesnych
metod. Praca jest napisana precyzyjnym, a jednoczesnie zrozumiatym jezykiem, z duza
dbaloscia o szate graficzng. Uwzglednia udogodnienia dla czytelnika pod postacig spiséw
skrotow i rycin, wyrdznien tekstu oraz przemyslanych i estetycznych rycin i tabel.

Jako recenzent mam takze par¢ uwag, glowne technicznych dotyczgcych
manuskryptu. Moim zdaniem wnioski wynikajace z pracy sg zbyt rozbudowane, zwierajg tez
niepotrzebne odniesienia do piSmiennictwa. Na ryc. 12 (str. 53) przedstawiajacej algorytm 3
niejasne jest dla mnie umiejscowienie reakcji PCR, poniewaz zgodnie z opisem w tekscie
powinna by¢ ona wykonywania jedynie w przypadkach ISH-ujemnych. Na tej samej stronie
wkradl si¢ tez btad dotyczacy opisu przypadkdéw o wynikach rozbieznych. Autorka nie podaje
nazwy programu statystycznego, ktérego uzyla do analizy. Ponadto, zgodnie z przyjetymi
zasadami opisy rycin powinny znajdowac si¢ pod rycing i konczy¢ kropka, natomiast tytuty
tabel oraz tytuly rozdzialow/podrozdzialow powinny pozostaé bez kropki. W spisie
pisSmiennictwa nalezy stosowac ogdlnie przyjete skroty czasopism, bez dopiskéw dotyczacych
przynaleznos$ci do towarzystw naukowych. Autorka nie ustrzegta si¢ drobnych bledéw
interpunkcyjnych, niepotrzebnego powtarzania wyrazow czy niezgrabnych sformutowan.
Rzadko stosuje podmiot domyslny. Na zakonczenie wstepu i dyskusji brakuje kilku zdan
podsumowania catosci rozdzialdéw. Powyzsze uwagi majg przede wszystkim charakter
edytorski i nie umniejszajg wysokiej wartosci pracy.

Podsumowujac, duze walory poznawcze i praktyczne pracy przeprowadzonej
na szczegotowo zweryfikowanym i opisanym materiale, w oparciu o nowoczesng metodyke,
ze sformulowaniem uzytecznego algorytmu diagnostycznego, a takze doskonata znajomo$¢
prezentowanych zagadnien przez lekarz Monike Durzynska, upowazniaja mnie
do stwierdzenia, ze oceniana dysertacja w pelni odpowiada warunkom stawianym rozprawom
na stopien doktora.

W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu
im. Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie lekarz Moniki Durzynskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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